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In this thesis the main focus was to investigate the role of vascular smooth 
muscle cells (VSMCs) in vascular remodeling with a special focus on vascular 
calcification. In chapter 1 we delineate the impact of cardiovascular disease (CVD) on 
society. One of the key players that contributes to CVD development is vascular 
remodeling. Vascular remodeling reflects the adaptation of the vessel wall to 
biochemical and biomechanical stimuli. In general, two types of remodeling are 
discriminated: outward and inward remodeling. Vascular remodeling ultimately results 
in CVD diseases such as atherosclerosis and vascular calcification and arterial stiffening. 
The VSMC, being the most abundant cell type in the vessel wall, contributes for a major 
part to the development and progression of vascular remodeling. Processes such as 
proliferation, migration, extracellular vesicle (EV) release and apoptosis are biological 
pathways that are regulated by VSMCs. Chapter 2 focusses in more detail on vascular 
remodeling processes and especially the role that VSMCs have in its regulation. VSMC 
phenotypic switching is the most important factor that contributes to vascular 
remodeling. Under physiological condition VSMCs display a contractile phenotype 
characterised by high expression of markers involved in contraction and dilation. Upon 
stress VSMCs respond by changing their phenotype in order to conduct vessel repair. 
Environmental cues, such as soluble biochemical compounds, extracellular matrix 
(ECM) proteins and biophysical conditions interact with VSMCs and their phenotypic 
state. Additionally, special emphasize is given on clinical features of vascular 
remodeling. Extensive vascular remodeling can lead to pathologies such as hypertension, 
vascular calcification, atherosclerosis and fibrosis. These clinical manifestations of 
vascular remodeling are extensively discussed in chapter 2 with a special emphasize on 
the role of the VSMCs in these diseases. Last, current clinical detection methodologies 
of vascular remodeling including their strengths and limitations are discussed.  
There is a lack of good models to study vascular remodeling, and most models 
that currently exist focus on diseases themselves, rather than on arterial remodeling 
processes. In chapter 3 we developed a model in which we specifically induced medial 
calcification by the use of Vitamin K antagonists (VKAs). Medial calcification is a late 
stage remodeling feature and it is difficult to study without developing vascular 
calcification at other sites of the vascular tree. We found that VKAs induce 
cardiovascular calcification, including ectopic heart calcification, valvar calcification 
and medial calcification of the aorta. Additionally, vessel compliance was decreased and 
isolated aortas showed increased uptake of 18F-NaF a radionuclide tracer that is reported 
to image active mineralization. Furthermore, we studied the effect of established medial 
calcification on subsequent atherosclerosis development, and found that intimal 
calcification was significantly increased. Moreover, increased uncarboxylated matrix 
Gla protein (MGP) and features of extensive vascular remodeling were found.  
In chapter 4 we studied the effect of VSMC apoptosis on the development of 
atherosclerosis. Here we exploited a different model of vascular remodeling, we used 
SM22�-hDTr+/ApoE-/- mice to induce VSMC apoptosis. Upon DT exposure, VSMC 
cell numbers were decreased up to 50% compared to control littermates. In SM22�-
hDTr+/ApoE-/- mice we found that the remaining VSMCs showed signs of increased 
contractility and hypertrophy, both in the thoracic aorta and in ex vivo cultured VSMCs. 
In hDTr+ mice we found that vessel contractility was preserved while vessel dilation 
capability was impaired. Upon atherosclerosis induction (6 and 18 weeks) SM22�-
hDTr+/ApoE-/- mice developed significantly larger atherosclerotic plaques, with 
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increased inflammation (6 weeks), a thinner fibrous cap (6 and 18 weeks), lower intimal 
VSMCs (6 weeks) and a larger necrotic core (18 weeks). These are all hallmarks of a 
more vulnerable plaque phenotype.  
 
To gain further insight in the mechanisms of vascular calcification 
development, we used isolated human primary VSMCs and developed a novel in vitro 
calcification assay that measures kinetic calcification development. In chapter 5 we 
compare this novel assay to existing methods for calcification determination. One major 
advantage over other assays is the ability to measure calcification development over 
time. This BioHybrid platform can be used for both human serum and plasma samples. 
The Biohybrid platform was assessed by the use of samples of patients known to be 
susceptible for the development of vascular calcification, such as chronic kidney disease 
(stages III, IV, V and VD; CKD), pseudoxanthoma elasticum, high coronary artery 
calcium (CAC) score patients, VKA users and aortic valve calcification patients. For 
most of these patients the BioHybrid platform was able to detect a high calcification 
propensity compared to controls.  
As biomarker is still valuable for clinical research we studied, in chapter 6, the 
role of MPG as a biomarker for vascular calcification in CKD patients. The most inactive 
form of MGP (dephosphorylated uncarboxylated MGP; dp-ucMGP) was shown to 
associate with increased CAC and medial calcification score. Additionally, at areas of 
extensive medial calcification, ucMGP positivity was found. In multivariate analyses dp-
ucMGP was associated to bone markers and medial calcification score was associated 
with age, gender, diabetes mellitus and dp-ucMGP levels. Moreover, MGP mRNA 
expression was shown to associate high CAC score and with high dp-ucMGP levels in 
the plasma. Last, we sought to determine the role of MGP single nucleotide 
polymorphisms in relation to the development of vascular calcification. We could not 
find clear MGP SNP that associated with vascular calcification. 
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 Het hoofddoel in mijn proefschrift was het onderzoeken van de rol van 
vasculaire gladde spiercellen (VSMCs) in vasculaire remodellering met een speciale 
focus op vasculaire verkalking. In hoofdstuk 1 besprak ik de impact van hart- en 
vaatziekten (CVD) op de samenleving.  Een van de belangrijkste spelers die bijdragen 
aan CVD is vasculaire remodellering. Vasculaire remodellering is het 
aanpassingsvermogen van de vaatwand op biochemische en biomechanische prikkels. In 
het algemeen zijn er twee typen van remodellering te onderscheiden: buiten- en 
binnenwaartse remodellering. Omvangrijke vasculaire remodellering leidt uiteindelijk 
tot CVD, zoals atherosclerose en arteriële stijfheid, die beiden worden gekenmerkt door 
vasculaire verkalking. VSMCs zijn de meest voorkomende cellen in de vaatwand en 
dragen voor een groot deel bij aan de ontwikkeling en progressie van vasculaire 
remodellering. Biologische processen zoals proliferatie, migratie, extracellulair vesicle 
(EV) afgifte en apoptose worden door VSMCs gereguleerd. Hoofdstuk 2 gaat meer 
gedetailleerd in op de rol van VSMCs in vasculaire remodellering. VSMC fenotypische 
switch is een van de belangrijkste factoren die bijdraagt aan vasculaire remodellering. 
Onder fysiologische condities hebben VSMCs een contractiel fenotype dat wordt 
gekarakteriseerd door een hoge expressie van markers die belangrijk zijn bij de contractie 
en dilatatie van de vaatwand. Bij overmatige stress reageren de VSMCs en veranderen 
deze hun fenotype om de vaatwand te herstellen. Omgevingsfactoren, zoals oplosbare 
biochemische stoffen, extracellulaire matrix eiwitten en biofysische condities hebben 
interactie met de VSMC en hun fenotype. Bovendien, wordt er in hoofdstuk 2 speciale 
nadruk gelegd op klinische aspecten van vasculaire remodellering. Een grote mate van 
vasculaire remodellering  kan leiden tot ziektebeelden zoals hypertensie, atherosclerose, 
arteriële stijfheid, vasculaire verkalking en fibrose. Als laatste, wordt de huidige 
diagnostiek van vasculaire remodellering besproken met daarbij hun sterkte- en 
zwaktepunten.   
 Preklinisch is er een gebrek aan goede modellen voor het bestuderen van 
vasculaire remodellering. In hoofdstuk 3 hebben wij een diermodel ontwikkeld waarin 
we mediale verkalking kunnen opwekken door het gebruik van vitamine K antagonisten 
(VKA). Mediale verkalking is een kenmerk van vasculaire remodellering dat laat tot 
uitdrukking komt en is moeilijk te bestuderen in onderzoek dat zich focust op 
atherosclerose. In dit onderzoek lieten wij zien dat VKA cardiovasculaire verkalking 
opwekken, inclusief ectopische hart verkalking, klep verkalking en mediale verkalking 
van de aorta. Bovendien, was vaatwand compliantie verlaagd en zagen we een verhoogde 
opname van 18F-NaF, een radionuclide PET tracer die gebruikt wordt bij het in beeld 
brengen van actieve verkalking. Verder, hebben wij gebruik gemaakt van het “gain of 
function” AAV virus dat het PCSK9 eiwit verhoogd en hebben wij het effect van mediale 
verkalking op de ontwikkeling van atherosclerose bestudeerd. In dit model hebben we 
laten zien dat het aanwezig zijn mediale verkalking leidt tot een significante toename 
van zowel atherosclerose als intimale verkalkingen. Bovendien, was er een toename van 
niet-gecarboxyleerd matrix Gla eiwit (MGP) en vonden wij kenmerken van extensieve 
vasculaire remodellering.  
 In hoofdstuk 4 hebben wij het effect van VSMC apoptose op atherosclerose 
ontwikkeling bestudeerd. We hebben hier een ander diermodel gebruikt, namelijk 
SM22�-hDTr+/ApoE-/- muizen waarin we specifiek VSMC in apoptose kunnen 
brengen. Na het toedienen van DT, verminderde het aantal VSMCs in de vaatwand met 
50% t.o.v. controle nestgenoten. In SM22�-hDTr+/ApoE-/- muizen hebben wij laten 
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zien dat de achtergebleven VSMCs een verhoogde contractiliteit hebben en hypertroof 
zijn, zowel in de aorta als in ex vivo geïsoleerde cellen. Verder lieten we zien dat 
SM22�-hDTr+/ApoE-/- muizen eenzelfde vaatwand contractiliteit hadden maar dat 
vaatwand dilatatie was verminderd. Na het opwekken van atherosclerose (zowel vroege 
als late atherosclerotische plaques) ontwikkelden SM22�-hDTr+/ApoE-/- muizen 
significant grotere atherosclerotische plaques, met verhoogde ontsteking (vroeg), een 
dunnere fibrotische cap (beide vroeg en laat), minder intimale VSMCs (vroeg) en een 
grotere necrotische kern (laat). Al deze eigenschappen zijn kenmerken van een meer 
kwetsbaar plaque fenotype.  
 
 Om verder inzicht te verschaffen in de mechanismen van de ontwikkeling van 
vasculaire verkalking, hebben wij een nieuwe kinetische in vitro calcificatie assay 
ontwikkeld die gebruik maakt van geïsoleerde humane VSMCs. In hoofdstuk 5 hebben 
wij deze assay vergeleken met bestaande methoden voor het meten van verkalking. Een 
groot voordeel van onze assay is dat we verkalking kunnen meten over tijd. Ons 
“BioHybrid” platform kan worden gebruikt voor zowel humaan serum als plasma. Het 
BioHybrid platform is gevalideerd door serum en plasma samples van patiënten te 
gebruiken die klinisch hebben bewezen gevoelig te zijn voor het ontwikkeling van 
verkalkingen, zoals: chronische nierziekten (stadium III, IV, V en VD; CKD), 
pseuxanthoma elasticum, hoge coronair arterie calcium (CAC) score patiënten, VKA 
gebruikers en patiënten met klepverkalking. Over het algemeen was het BioHybrid 
platform bekwaam om patiënten met een hoge verkalking neiging op te kunnen pikken 
vergeleken met controles.  
 Biomarkers blijven een belangrijke rol spelen in klinisch onderzoek en dus 
hebben we in hoofdstuk 6 de rol van MGP als biomarker voor verkalking in CKD 
patiënten onderzocht. De inactive vorm van MGP (gedefosforyleerd-niet-
gecarboxyleerd MGP; dp-ucMGP) werd geassocieerd met een hoge CAC en mediale 
verkalking score. Verder konden wij geen rol voor MGP single nucleotide 
polymorfismen vinden met vasculaire verkalking. Echter, bij gebieden die veel mediale 
verkalkingen vertoonden, was er een grote mate van ucMGP positiviteit. In multivariate 
analyses vonden wij dat plasma dp-ucMGP was geassocieerd met bot markers en dat 
mediale verkalking score was geassocieerd met leeftijd, geslacht, diabetes mellitus en 
plasma dp-ucMGP waarden. Tenslotte werden MGP mRNA levels geassocieerd met een 
hoge CAC score en met hoge dp-ucMGP waarden in het plasma. 
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vasculaire verkalking, hebben wij een nieuwe kinetische in vitro calcificatie assay 
ontwikkeld die gebruik maakt van geïsoleerde humane VSMCs. In hoofdstuk 5 hebben 
wij deze assay vergeleken met bestaande methoden voor het meten van verkalking. Een 
groot voordeel van onze assay is dat we verkalking kunnen meten over tijd. Ons 
“BioHybrid” platform kan worden gebruikt voor zowel humaan serum als plasma. Het 
BioHybrid platform is gevalideerd door serum en plasma samples van patiënten te 
gebruiken die klinisch hebben bewezen gevoelig te zijn voor het ontwikkeling van 
verkalkingen, zoals: chronische nierziekten (stadium III, IV, V en VD; CKD), 
pseuxanthoma elasticum, hoge coronair arterie calcium (CAC) score patiënten, VKA 
gebruikers en patiënten met klepverkalking. Over het algemeen was het BioHybrid 
platform bekwaam om patiënten met een hoge verkalking neiging op te kunnen pikken 
vergeleken met controles.  
 Biomarkers blijven een belangrijke rol spelen in klinisch onderzoek en dus 
hebben we in hoofdstuk 6 de rol van MGP als biomarker voor verkalking in CKD 
patiënten onderzocht. De inactive vorm van MGP (gedefosforyleerd-niet-
gecarboxyleerd MGP; dp-ucMGP) werd geassocieerd met een hoge CAC en mediale 
verkalking score. Verder konden wij geen rol voor MGP single nucleotide 
polymorfismen vinden met vasculaire verkalking. Echter, bij gebieden die veel mediale 
verkalkingen vertoonden, was er een grote mate van ucMGP positiviteit. In multivariate 
analyses vonden wij dat plasma dp-ucMGP was geassocieerd met bot markers en dat 
mediale verkalking score was geassocieerd met leeftijd, geslacht, diabetes mellitus en 
plasma dp-ucMGP waarden. Tenslotte werden MGP mRNA levels geassocieerd met een 
hoge CAC score en met hoge dp-ucMGP waarden in het plasma. 
